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(54) Title: AMPLIFIABLE VECTOR AGAINST HIV REPLICATION 
(54)Bezeichnnng: AMPLIFIZIERBARER VEKTOR GEGEN HIV REPLIKATION 
(57) Abstract 

A process is disclosed for inhibiting replication of HIV by transfecting potential host cells with a vector which contains, be- 
sides the Pol, Gag, Env, Rev and/or Tat-coding DNA in the anti-sense direction, an additional DNA which causes spontaneous 
amplification of the vector in the host cell. Also disclosed is the vector used to cany out this process. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betriftt ein Verfahren zur Hemmung der Replikation von HIV durch Transfektion potentieller Wirtszellen 
mit einem Vektor, der neben einer fQr Pol, Gag, Env, Rev und/oder Tat codierenden DNA in antisense-Orientterung eine weitere 
DNA enthSlt, welcbe eine spontane Amplifikation des Vektors in der Wirtszetle bewirkt, sowie den bei diesem Verfahren verwen- 
deten Vektor. 
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Axnpllf Izlerbarer Vektor gegen HIV Repllka-tlon 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Heininung der Repli- 
kation von HIV durch Transfektlon potentieller Wlrtszellen 
mit einem Vektor, der neben einer fiir Pol, Gag, Env, Rev 
und/oder Tat codierenden DNA In antisense-Orientierung eine 
weitere DNA enthalt, welche eine spontane Amplif ikation des 
Vektor s in der Wirtszelle bewirkt, sowie den bei diesem 
Verfahren verwendeten Vektor • 

Zur Verhinderung einer Infektion mit Human Immunodeficiency 
Virus (HIV) sind bereits verschiedene Ansatze untersucht 
worden, Hierzu gehort die Hemmung der Bindung des Virus an 
T-Lymphozyten durch Antikorper gegen virale Proteine oder 
Zugabe groBer Mengen an isoliertem CD4 Rezeptorprotein aus 
T-Lymphozyten, den Zielzellen von HIV. Eine andere Moglich- 
keit ist die Hemmung der zur Vermehrung von HIV in den 
Zielzellen erf orderlichen viralen reversen Transkriptase 
mit 3 '-Azido-Thymidin (AZT) oder ahnlichen Substanzen. 
Diese Ansatze haben jedoch bislang noch zu keiner erfolg- 
reichen Therapie von HIV-Inf ektionen gefuhrt. Einerseits 
weisen die viralen Proteine durch Mutation und Selektion 
eine hohe Variabilitat auf , so da3 die verwendeten Antikor- 
per oft nicht mehr an die veranderten viralen Proteine 
binden* Andererseits sind die verwendeten Replikations- 
Inhibitoren auch fiir die Zielzellen toxisch. Es konnte zwar 
gezeigt werden, daS die HIV-Replikation durch Transfektion 
von T-Lymphozyten mit antisense-Oligonukleotiden , die zu 
verschiedenen Bereichen des HIV Genoms komplementar sind 
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und so deren Expression inhibieren, gehemmt werden kann 
(Zala et al., J. Virol. 62 (1988), 3914 - 3917 und Joshi et 
al-, J- Virol. 65 (1991), 5524 - 5530). Da jedoch Oligo- 
nukleotide in der Zelle schnell abgebau^ werden, konnte auf 
diese Weise nur eine kurzfristige Hemmung der HIV-Replika- 
tion erzielt werden. £s wurden daher Vektoren kons^truiert , 
von denen nach st:abiler Transfektion von T-Lymphozyten 
antisense-RNA transkribiert wird (N. Sarver et al. Science 
247 (1990), 1222 - 1225). Jedoch konnte auch mit diesen 
Vektoren nur eine iiber einige wenige Tage andauernde Hem- 
mung der HIV-Replikation erreicht werden. Das AusxnaB der 
Hemmung der BIV-Replikation korreliert dabei mit der Menge 
der transkribierten antisense-RNA (Zala et al., J. Virol. 
62 (1988), 3914 - 3917 und Rittner et al . , Nucl . Acids Res. 
19 (1991), 1421 - 1426). Diese Menge wird dadurch limi- 
tiert, daB bei den bisher bekannten Vektoren nur solche 
stabil transf ormierten T-Lymphozyten erhalten werden kon- 
nen, die nur eine einzige oder sehr wenige Kopien des 
antisense-RNA transkribierenden Vektors enthalten. 

Zur Erhohung der Expression heterologer Proteine wurde 
versucht, Vektoren zu konstruieren , die stabil in mehreren 
Kopien je Wirtszelle gehalten werden konnen. Hierzu werden 
Wirtszellen mit einem Vektor, der ein Resistenzgen als 
Selektionsmarker enthalt, transf iziert und in einem Medium 
mit einer solchen Konzentration einer geeigneten Substanz 
kultiviert, daB nur solche transf izierte Wirtszellen iiber- 
leben, bei denen der Vektor in mehreren Kopien amplif iziert 
vorliegt . Die hierbei verwendeten eukaryontischen Vektoren 
enthalten jedoch fiir die autonome Replikation in der Wirts- 
zelle Origin Sequenzen, die von Viren abgeleitet wurden. Da 
die Gegenwart von viralen Nukleinsaure-Sequenzen bei der 
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Herstellung von therapeutisch anzuwendenden Produkten 
vermleden werden sollte, slnd auch Vekt.oren entwlckell: 
worden, welche Origin Sequenzen aus Saugerzellen ent:halt:en 
(EP-A 0 306 848 und M. Wegner et al., Nucl. Acids Res. 17 
(1989), 9909 - 9932). Zur Amplif ikation enthalten derartige 
Vektoren ein inef f izientes Selektionssystem. Unter einem 
solchen inef f izienten Selektionssystem versteht man einen 
Selektionsmarker, der unter der Kontrolle eines schwachen 
Promoters steht, so daB die Expression von einer Kopie des 
Selektionsmarkers nicht ausreicht, um der Wirtszelle ein 
Uberleben unter dem entsprechenden Selektionsdruck zu 
ermoglichen . 

Bei alien diesen beschriebenen Systemen werden die trans- ' 
fizierten Zellen standig in Gegenwart eines Selektions- 
mittels gehalten, um die erhohte Kopienzahl des Vektors 
aufrecht zu erhalten. Da als Selektionsmittel Zytostatika 
verwendet werden i welche das Wachstum von eukaryontischen 
Zellen generell hemmen, sind derartige amplifizierbare 
Expressionsvektoren fiir eine therapeutische Verwendung 
jedoch ungeeignet. 

Aufgabe der Erfindung war es daher, ein Verfahren zur 
Hemmung der HIV-Replikation zur Verfiigung zu stellen, 
welches die oben genannten Nachteile nicht aufweist. 

Diese Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Hemmung 
der Replikation von HIV, bei welchem potentielle Wirts- 
zellen mit einem Vektor transfiziert werden, der neben 
einer fiir Pol, Gag, Env, Rev und/oder Tat codierenden DNA 
in antisense-Orientierung eine weitere DNA enthalt, welche 
eine spontane Amplif ikation des Vektors in der Wirtszelle 
bewirkt . 
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Geeignete DNA-Sequenzen, welche eine solche spontane Ampli- 
fikation bewirken, sind erhaltlich liber ein Screening mit 
dem in EP-A 306 848 beschriebenen inef f izienten Selektions- 
system. Hierzu warden etwa 4 0 -500 bp lange nicht codie- 
rende eukaryontische DNA-Sequenzen, vorzugsweise aus dem 
nicht transkribierten Bereich der rDNA eukaryontischer 
Zellen in einen Vektor insertiert, der einen Selektions- 
marker unter der Kontrolle eines schwachen Promoters ent- 
halt. Die Expression von einer Kopie des Selektionsmarkers 
reicht daher nicht aus^ um einer mit diesem Vektor transfi- 
zierten Wirtszelle ein Uberleben unter dem entsprechenden 
Selektionsdruck zu ermoglichen. Auf diese Weise werden 
solche Zellen selektioniert , die den zur Transfektion 
verwendeten Vektor in hoher Kopienzahl enthalten. Aus 
diesen amplif izierten Vektoren kann dann die insertierte 
DNA als eine DNA, die eine Amplif ikation unter Selektions- 
druck bewirkt, gewonnen werden. In einem zweiten Selek- 
tionsschritt wird dann eine DNA, welche eine spontane 
Amplif ikation bewirkt, selektioniert . Dazu werden die im 
ersten Selektionsschritt erhaltenen DNA-Sequenzen in einen 
eukaryontischen Vektor insertiert, mit dem erhaltenen 
Vektor eukaryontische Wirtszellen transfiziert und nach 
iiblichen Verfahren, z.B. iiber eine Southern-Blot Analyse, 
die Kopienzahl des Vektors in den transf izierten Zellen 
bestimmt, Diejenigen Klone, die einen Vektor mit einer um 
mindestens den Faktor 20 erhohten Kopienzahl aufweisen 
(bezogen auf die Kopienzahl des Ausgangsvektors ) , werden 
ausgewahlt . 

Geeignete Selektionsmarker fiir den ersten Selektionsschritt 
sind z.B. das Thymidinkinase-Gen tk (Nature 303 (1983), 442 
- 446), das Neomycinresistenz-Gen neo (J. Mol. Appl. Genet. 
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1 (1982), 327 - 341), das Dihydrof olatredulctase-Gen dhfr 
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77 (1980), 4216 -4220 und J. 
Mol. Biol. 15 (1982), 601 - 621), das Hypoxanthin-Guanin- 
Phosphoribosyltransf erase-Gen hgprt (Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 78 (1981), 2072 - 2076), das Adenin-Phosphoribosyl- 
transf erase-Gen aprt oder das Metallothionein Gen. Die 
entsprechenden Selektionsmittel sind dem Fachmann gelaufig, 
insbesondere werden Aminopterin (bei tk, hgprt, aprt und 
dhfr), Methotrexat (bei dhfr) und G418 (bei neo) verwendet. 
Bei Verwendung der genannten nicht dominanten Selek- 
tionsmarker (tk, dhfr, hgprt und aprt) miissen die zu trans- 
fizierenden Wirtszellen in dem entsprechenden Gen eine 
Defizienz aufweisen. Dazu. sind z.B. bei Verwendung des tk- 
Gens als Selektionsmarker murine LMTK~ -Zellen (ATCC CCL 
1.3) geeignet • 

Als schwacher Promoter wird vorzugsweise ein Promoter 
verwendet, des sen Wirksamkeit durch Einfiihrung von Punkt- 
mutationen (Cell 37 (1984), 743 - 751) oder Deletionsmuta- 
genese (Cell 37 (1984), 253 - 262) reduziert wurde. 
Beispielsweise kann im tk-Promoter eine solche Deletion der 
distalen SP-1 Bindungsstelle durch Entfernen eines EcoRI 
Fragments bewirkt werden (Nucl. Acids Res. 8 (1980), 5949 - 

5964 ) . Die Promoter starke kann aber auch durch Zugabe von 
entsprechenden Repressoren reduziert werden (EMBO J. 2 
(1983), 2229 - 2303; Cell 48 (1987), 555 - 566 und Cell 49 
(1987) , 603 - 612) . 

GemaB dem oben beschriebenen Verfahren konnten die in SEQ 
ID NO 1 und 2 angegebenen Sequenzen gewonnen werden. 
Weiterhin sind auch die in EP-A 0 306 84 8 beschriebenen 
Sequenzen fiir das erf indungsgemaBe Verfahren geeignet. 
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Die fiir Pol (Reverse Transkriptase ) , Gag (Core), Env (Hiill- 
protein) Rev und/oder Tat codierende DNA kann entweder eine 
vollstandige cDNA des entsprechenden viralen Gens sein oder 
ein Fragment dieser DNA darstellen. Die Lange dieser DNA 
sollte jedoch nicht kiirzer sein als 60 Basenpaare. Bei- 
spielsweise wird eine DNA verwendet, welche fiir die Reverse 
Transkriptase codiert oder ein Fragment dieser DNA. 

£s hat sich liberraschenderweise gezeigt, daB bei Veirwendung 
eines derartigen Vektors bei 20-30 % der Transf ektanten 
eine 30- bis iiber 100-fache Amplif ikation des Vektors auch 
in Abwesenheit eines entsprechenden Selektionsdrucks 
erreicht werden kann* Dies ist fiir eine therapeutische 
Verwendung von groQer Bedeutung, da tiblicherweise zur 
Selektion Substanzen verwendet werden, die auch das Wachs- 
turn gesunder Wirtszellen hemmen. Es hat sich weiterhin 
iiberraschenderweise gezeigt, daB diese spontane Amplifika- 
tion des Vektors stabil ist, d.h. auch nach mehreren Mona- 
ten Kultivierung der transf izierten Zellen ohne 
Selektionsdruck bleibt die hohe Kopienzahl erhalten. 

Ein weiterer Gegenstand der Erf indung ist daher ein Vektor 
zur Hemmung der Replikation von HIV in potentiellen Wirts- 
zellen, welcher neben einer fiir Pol, Gag, Env, Rev und/oder 
Tat codierenden DNA in antisense-Orientierung eine weitere 
DNA enthalt, welche eine spontane Amplif ikation des Vektors 
in der Wirtszelle bewirkt. 



Vorzugsweise enthalt ein erf indungsgemaBer Vektor mehrere 
DNA Bereiche aus der Gruppe der fiir Pol, Gag, Env, Rev oder 
Tat codierenden DNA in antisense-Orientierung. 
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Ein bevorzugter Gegenstand der Erfindung sind Vektoren, 
welche als Sequenz, die eine spont.ane Ampliflkatlon des 
Vektors bewirkt, die in SEQ ID MO 1 oder 2 angegebenen 
Sequenzen aufweisen. Besonders bevorzugt ist der Vekt:or 
pNTSl-RTanti. 

Durch die Transfektion von T-Lymphozyten mit einem solchen 
Vektor kann eine Hemmung der HIV-Replikation erreicht 
werden, die auch in Abwesenheit: eines entsprechenden Selek- 
t;ionsdrucks fiir xnehrere Monate anhalt:. Daher eignet sich 
dieser Vektor besonders fiir eine therapeutische Verwendung 
zur Verhinderung der Replikation von HIV in T-Lymphozyten . 

Ein weit.erer Gegenstand der Erfindung ist daher die Verwen- 
dung eines erf indungsgemaBen Vektors zur Herstellung einer 
pharmazeutischen Zusaininensetzung zur therapeutischen 
Behandlung von HIV-Inf ektionen. 

Die fur Pol, Gag, Env, Rev und/oder Tat codierende DNA kann 
durch eine fiir ein anderes Genprodukt codierende DNA in 
antisense-Orientierung im erf indungsgemaBen Vektor ausge- 
tauscht werden . Dadurch werden amplif izierbare Vektoren 
erhalten, welche die Expression dieses Genprodukt s henunen* 
Solche Vektoren konnen zur Therapie von Krankheiten verwen- 
det werden, die durch eine erhohte Expression des entspre- 
chenden Genproduktes verursacht werden. Vorzugsweise konnen 
z.B. solche Vektoren, die eine fiir das bcr-abl-Fusions- 
protein (Collins et al*, Proc .Natl .Acad . Sci . USA 80 (19 83), 
4813 * 4817 und C. Bartram, J.Exp. Med. 162 (1965), 2175 - 
2179) Oder Teile davon codierende DNA in antisense-Orien- 
tierung enthalten, zur Therapie von akuter myeloischer 
Leukainie verwendet werden. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher eine phar- 
mazeutische Zusammensetzung, welche mindestens einen Vektor 
enthalt, der neben einer fiir ein Genprodukt, dessen erhohte 
Expression eine krankhafte Veranderung bewirkt, codierenden 
DNA in antisense-Orientierung eine weitere DNA enthalt, 
welche eine spontane Amplifikation des Vekt:ors in der 
Wirtszelle bewirk^* 

Eine solche pharmazeu^ische Zusanonensetzung kann vorteil- 
haft bei alien therapeutischen Verfahren verwendet werden, 
bei denen eine Hemmung der Genexpression durch eine anti- 
sense-RMA bewirkt werden soil (siehe z.B. Izant et al.. 
Ceil 36 (1984), 1007 - 1015, Melton et al., Proc .Natl .Acad. 
Sci. USA 82 (1985), 144 - 148 und Giebelhaus et al.. Cell 
53 (1988), 601 - 605). Vorzugsweise enthalt die pharmazeu- 
tische Zusammensetzung einen Vektor, der iiber eine solche 
antisense-Henunung die Expression der zur Replikation von 
HIV essentiellen Genprodukte Pol, Gag, Env, Rev und/oder 
Tat bewirkt. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher eine phar- 
mazeutische Zusammensetzung, welche mindestens einen erf in- 
dungsgemaBen Vektor enthalt, welcher neben einer fiir Pol, 
Gag, Env, Rev und/oder Tat codierenden DNA in antisense- 
Orientierung eine weitere DNA enthalt, welche eine spontane 
Amplifikation des Vektor s in der Wirtszelle bewirkt. 

Vorzugsweise werden Vektoren mit Antisensesequenzen gegen 
chronische myeloische Leukamie (CML) verwendet. CML wird 
verursacht durch reziproke Translokation der Chromosomen 9 
und 22. Dadurch entsteht eine Fusions-RNA und ein 
Fusionsprotein. Ein kausaler Zusammenhang zwischen der 
chromosomalen Translokation, der Produktion eines 
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Fusionsprot:eins und des Entstehens der Leukainie konnte 
nachgewiesen werden* 

Als Antisensesequenzen geeignet sind Sequenzen, die gerich- 
tet sind gegen die Fusionsregion der bcr/abl-Fusions-RNA. 
Die Antisensesequenzen sind iiblicherweise 10 - 20 Basen 
lang« Bevorzugt wird eine 18 Basen lange Sequenz. 

Es konnte gezei^t werden, daB solche Sequenzen, insbesonde- 
re eine IBer Sequenz eine Heininung der CML bewirkt. Die 
Verwendung dieser Antisense DNS in einem Vektor, in dem die 
HIV-Sequenzen gegen diese Leukamie-Antisensesequenzen 
ausgetauscht sind, fiihren zu einer erheblichen Verbesserung 
der Antisensewirkung bei der Behandlung. 

Literatur zu CML: 

R.E. Champlin, Blood 65 (1988) 1039 - 1047 und G.Q» Doley, 
Science 247 (1990), 824 - 830. 

Literatur zu CML-Anti sense: 

I.V. Rosti, Leucemia 6 (1992), 1-7 und R. Martiat, Blood 
81 (1993), 502 - 509. 

Die erf indungsgexnaBen Vektoren konnen anstelle der Sequen- 
zen zur Hemmung der HIV-Replikation codierende Gene, Frag- 
mente davon und geeignete Promotoren/Operatorregionen, die 
zur Expression dieser Gene geeignet sind, enthalten. Solche 
Vektoren sind fiir d le Gentherapxe geeignet, bei der exogene 
Gene in Zellen eines Organismus/Patienten eingebracht 
werden und diese Zellen mit einer neuen (bzw. einer bisher 
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nur in reduziertem Umfang vorhandenen) Eigenschaft ausge- 
stattet warden. 

Unter Gentherapie sind therapeutische Verfahren zu vers1:e- 
hen, bei denen exogene Gene in Zellen eines Organismus/- 
Patienten eingebracht werden und diese Zellen mit einer 
neuen (bzw. einer bisher nur in reduziertem Umfang vorhan- 
denen) Eigenschaft ausgest.atte't werden. Dabei werden Trans- 
kripte und Translationsprodukte des exogenen Gens aktiv in 
der Zielzelle gebildet. 

Das Ziel eines solchen Verfahreris kann entweder ein "Gene- 
marking** Oder eine Gentherapie sein. Zum **Genemarking" wird 
ein selektives Markergen in Zielzellen eingefiihrt, urn deren 
Uberleben bzw. Wachstum diagnostisch zu verfolgen. Bei der 
eigentlichen Gentherapie wird mindestens ein Gen in die 
Zielzelle eingebracht, urn ein Gen, welches in einem gesun- 
den Organismus vorhanden ist, in defiziente Zellen einzu* 
bringen. 

Die Gentherapie kann entweder als ex vivo-Therapie oder als 
in vivo-Therapie durchgefiihrt werden. 

Ex vivo-Therapie 

Bei der Ex vivo-Therapie werden einem Patienten Zellen 
entnommen, diese mit einem Vektor, der fiir die Expression 
eines gewiinschten Gens geeignet ist, transduziert, die 
transduzierten Zellen ggf. selektioniert und anschlieBend 
dem Patienten reimplantiert . Als Vektoren geeignet sind 
virale Vektoren, die in den Zielzellen extrachromosomal 
bleiben oder in ein Chromosom integriert werden. Ebenso 
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denkbar ist es jedoch, in die Zielzellen nackte DNA, bei- 
spielsweise an Liganden gebunden, zellfrei, z. B. mit Hilfe 
von Liposomen oder Polylysinkomplexen in die Zellen einzu- 
bringen • 

Werden als Basisvektoren beispielsweise Retroviren verwen- 
det, scheint die Transduktionsrate limitierend zu sein. 

Die Vektoren werden in Bakterien vermehrt und in Zellen 
(packaging-Zellinien) transf iziert. Diese packaging- 
Zellinien enthalten zusatzlich ein Helfervirus, welches die 
Verpackungsproteine zur Verfiigung stellt. Dabei entsteht 
ein infektioser, aber nicht replizierbarer Virus, der zur 
oben beschriebenen Transduktion geeignet: isl:. 

Zur Sicherheit des Patienten ist es wesentlich, daB dieses 
Virusmaterial vollstandig frei von Verunreinigungen mit 
Helferviren und packaging-Zellinien ist. 

Als Therapeutikum konnten dementsprechend vertrieben wer- 
den: Eine galenische Formulierung des Vektorvirus und ggf - 
die vektorproduzierende Line, wenn zur Erhohung der Trans- 
duktion eine Co-Kultivierung von Patientenzellen mit dieser 
Zelle erforderlich ist. 

In vivo-Therapie 

Bei einer in vivo-Gentherapie wird der Patient direkt mit 
Virus-DMA oder mit nackter DMA zellfrei oder zellgebunden 
behandelt* Dabei erfolgt eine gewebsspezif ische Expression 
des Fremdgens. Es ist moglich, die DNA intravenos, oral zu 
geben oder lokal zu applizieren. 
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Wird zellgebundene DNA zur in vivo-Therapie vervendet, so 
sollte entweder die Donorzelle nicht immunogen sein (Aus- 
schaltung der MHC-Loci) oder es ist eine zusatzliche Iininun- 
suppression erforderlich* 

Die fiir die in vivo-Gentherapie geeigneten Virusvektoren 
entsprechen im wesent lichen Genen, die auch fiir die ex 
vivo-Therapie geeignet: sind. Allerdings konnen sich optimal 
geeignete Vektoren fiir beide Verfahren unterscheiden. Als 
Viren, die fiir die in vivo-Therapie geeignet sind, sind 
stark modif izierte Viren^ die spezifische Enhancer und 
Promotoren fiir eine optimierte gewebsspezif ische Expression 
enthalten, besonders geeignet. 

Fiir die in vivo-Therapie sind nicht replizierbare Retrovi- 
ren geeignet, wenn eine Vorselektion der transduzierten 
Zellen erfolgt. 

Bevorzugte Basisviren 

Als Basis fiir Virussysteme geeignet sind Retroviren, Parvo- 
viren, Herpesviren, Hepadnaviren, HBV- und HIV* 

Herpesviren (BSV, VZV, CMV) sind lineare DNA-Viren mit 
einem Genom von ca« 80 - 230 kb Lange. Da DNA-Sequenz und 
Reihenfolge der Proteinbildung bekannt sind, ist eine 
ausreichende Basis vorhanden, um gut exprimierende Vektoren 
zu konstruieren. 
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Gentherapeutische Verfahren sind in den nachf olgenden 
Publikationen, die Gegenstand der Offenbarung dieser Erfin- 
dung sind, beschrieben: 

EP-B 0 476 953, WO 92/05262, WO 85/05629, US 4980289, 

WO 89/11539, EP-A 0 371 119, WO 91/10728, WO 85/05629, 

US 4980289, WO 89/11539, WO 91/10728, WO 91/12329, 

WO 92/07943, US 4797368, US 5139941, EP 0488528, 

US Ser. No. 7769623, EP 0176170, WO 90/09441, WO 91/02788, 

EP 0453242, WO 92/07945, WO 90/02176, US 4650764, 

US 4861719, WO 89/07150, WO 90/02806, US 5124263, 

WO 92/05266, WO 92/10564, WO 92/14829, WO 92/16638, 

EP 0045809, WO 83/03259, US 4897355, WO 91/06309, 

WO 91/17424, WO 92/07080, EP-A 0202005, WO 92/08796, 

US 5112767, WQ 90/06997, US Ser. No. 7365567, WO 92/07573, 

WO 92/12242, WO 92/15676, EP 0293193, WO 90/05180, 

WO 90/07936, WO 91/15580, WO 92/05262, EP 0476953, 

WO 92/05273. 

Die Plasmide pCMV-RTanti (DSM 7304) und pNTSl-RTanti (DSM 
7303) wurden am 23.10.1992 bei der Deutschen Sammlung flir 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, 
D - 3300 Braunschweig, hinterlegt. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele im Zusam- 
menhang mit den Sequenzprotokollen naher erlauterl:. 

SEQ ID NO 1 zeigt die murine Nukleotidsequenz muNTSl, 



welche eine spont^ane Amplifikation bewirkt 



SEQ ID NO 2 



zeigt: die murine Nuklectidsequenz muNTS2, 
welche eine spontane Amplif ikat:ion bewirkt 
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Beispiel 1 

Selek1;loii von DNA-Sequenzen, welche eine spon-tane 
Ainpllflkatilon bewirken 

In einem ersten Selektionsschritt werden DNA-Seguenzen, 
welche unter Selektionsdruck eine Amplif ikation bewirken, 
ausgewahlt. Dazu werden 40 - 500 bp lange nicht codierende 
eukaryontische DNA-Sequenzen vorzugsweise aus dem nicht 
transkribierten Bereich eukaryontischer rDNA in die BamHI-, 
site des in EP-A 0 306 848 beschriebenen Vektors ptk (DSM 
4203P) integriert. Dieser Vektor enthalt das HSVl-tk-Gen 
unter der Kontrolle eines deletierten HSVl-tk-Promoters . 
Mit dem rekombinanten Vektor werden murine LMTK* -Zellen 
(ATCC CCL 1.3) gemaG dem von Graham in Virology 52 (1973), 
456 - 467 und Wigler in Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1979), 
1373 - 1376 beschriebenen Verfahren transfiziert und solche 
Zellen, welche einen amplifizierten Vektor enthalten, durch 
Kultivierung fur etwa 2 Wochen in HAT-Medium selektioniert . 

Zellen, die keinen oder einen nicht amplifizierten Vektor 
enthalten, sterben hierbei ab und nur die gewiinschten 
Zellen iiberleben. 

Aus den aus diesen selektionierten Zellen gewonnenen Vekto- 
ren werden die integrierten DNA-Sequenzen isoliert, mit 
BamHI und Sail Linkern versehen und in den mit Bglll und 
Xhol geschnittenen Vektor pCMV-RTanti (DSM 7 304), der ein 
Neomycin Resistenzgen enthalt, integriert. Mit diesem 
Vektor werden dann im zweiten Selektionschritt Jurkat 
Zellen (ATCC TIB 152) transfiziert und transf izierte Zellen 
mit G418 selektioniert. Nach 2 Wochen wird die Kopienzahl 
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der Vektoren in resistenten Klonen uber Southern-Blot 
Analyse bestlmmt und solche Klone, welche elnen Vektor mit 
e'iner Koplenzahl von inindestens 20 (bezogen auf die Kopien- 
zahl des Ausgangsvektors ) aufweisen, ausgewahlt. 

Beispiel 2 

Konstruktion von amplifizierbaren antisense-Vektoren 

Der immediate-early Promoter und Enhancer aus dem humanen 
Cytomegalie Virus (hCMV) , fusioniert an die 57 bp lange 
Leader Sequenz aus dem Herpes simlex Thymidin Kinase-Gen 
Promoter und mit einem BamHI Linker versehen, wird als 
EcoRI/BamHI Fragment aus dem Plasmid pSTC GR 407-556 
(Severne et al., EMBO J. 7 (1988), 2503 - 2508} in pUC 19. 
kloniert. Der so erhaltene Vektor pUC-CMV wird mit BamHI 
und Xbal geschnittenen und mit dem terminalen BamHI /Xbal 
Fragment aus dem klonierten Stylonychia lemnae -Tubulin- 
Gen (Conzelmann et al., J.Mol. Biol. 198 (1987), 643 - 
653), welches das Polyadenylierungssignal aus dem Tubulin- 
Gen enthalt, ligiert. Hierdurch wird der Vektor pUC-CMV- 
SLpA erhalten. 

Eine fiir G418 Resistenz kodierende Expressionskassette, 
bestehend aus dem Maus Metallothionein Promoter, dem 
Aminoglycosid-3 '-phosphotransferase-Gen (neo** ) des E.coli 
Transposons Tn5 und dem Polyadenylierungssignal von SV4 0 
(aus dem Plasmid pML2d/BPV/MMT, Schmid et al . , Nucl . Acids 
Res. 18 (1990), 2196) wird als EcoRI/Bam HI Fragment im 
Bluescript KS+ Vektor (Stratagene) kloniert. Die BamHI und 
Bglll Schnittstellen des erhaltenen Konstrukts werden durch 
Klenow-Reaktion mit T4-Polymerase entfernt (Sambrook, 
Fritsch & Maniatis, Molecular Cloning (1989), Cold Spring 
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Harbour Lab. Press). Die so veranderte Resistenz-Kassette 
wird als Hlndlll/Xbal Fragment isoliert und in pUC-CMV-SLpA 
kloniert, wodurch pCMV-SLpA erhalten wird. 

Das 1236 bp groQe Hindlll/EcoRV Fragment des Gens fiir die 
Reverse Transkriptase aus HIV-1 (Position 3024 - 4260) wird 
zwischen der Hindlll und Smal Schnittstelle von pBluescript 
KS+ kloniert. Aus diesem Subklon wird das Genfragment der 
Reversen Transkriptase als Hindlll/Xbal Fragment erhalten 
und in den Vektor pSTC GR 407-556 (s. oben), der eine 
Glucocorticoid cDNA aus der Ratte enthalt, ligiert. Ein 
1397 bp groBes BamHI Fragment aus diesem Vektor, das neben 
dem Fragment des Gens fiir die Reverse Transkriptase 117 bp 
der Glucocorticoid cDNA aus der Ratte enthalt, wird «nt- 
weder in sense oder in antisense Orientierung in die 
BamHI /Bglll Schnittstelle von pCMV-SLpA ligiert, wodurch 
die Vektoren pUC-RT-Hi-EVsense und pUC-RT-Hi-EVanti erhal- 
ten warden. 

Das 1826 bp groSe EcoRI Fragment von pSTC GR 407-556 wird 
dann gegen das 6036 bp groBe EcoRI Fragment aus entweder 
pUC-RT-Hi-EVsense oder pUC-RT-Hi-EVanti ersetzt, wodurch 
pCMV-RTsense bzw. pCMV-RTanti (DSM 7304) erhalten werden. 

Ein 370 bp groBes Fragment aus der nicht transkribierten 
Spacer Region der murinen rONA (muNTSl, SEQ ID NO 1 und 
Wegner et al., Nucl. Acids Res. 17 (1989), 9909 - 9932) 
wird mit BamHI und Sail Linkern versehen und zwischen die 
Bglll und Xhol Schnittstellen von pCMV-RTanti insertiert, 
wodurch pNTSl-RTanti (DSM 7303) erhalten wird. 
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Belspiel 3 

Transfektion von menschlichen T-Itympozyten mit ampllf Izler- 
baren antlsense Vektoren und Henonung der Aktivitat der 
Reversen Transkriptase 

Jurkat Zellen (ATCC TIB 152, T^lymphoblastoide Zelle) 
werden mit jeweils 10 ^/g der Plasmide pNTSl-RTanti bzw. 
pCMV-RTanti, pCMV-RTsense oder pCMV-SLpA als Kontrolle 
durch Elektroporation transfiziert (200V, 960 yF) und 
transf izierte Zellen mit 800 ^g/ml G418 in RPMI 1640 Medium 
selektioniert . Nach zwei Wochen werden G418 resistente 
Klone isoliert und zunachst iiber Southern Blot Analyse 
charakterisiert • 

Wahrend die Plasmide pCMV-SLpA, pCMV-RTsense und pCMV- 
RTanti in den transf izierten Zellen nur in geringer Kopien- 
zahl (weniger als 5 Kopien je Zelle) vorliegen, zeigen die 
mit pNTSl-RTanti transf izierten Zellen eine spontane Ampli- 
fikation auf 20 - 100 Kopien je Zelle. Die transf izierten 
Zellen, die einen amplizierten Vektor enthalten, zeigen 
kein geringeres Wachstum als solche Zellen, die einen nicht 
amplif izierten Vektor enthalten. Die Amplif ikation des 
pNTSl-RTanti Plasmide bleibt auch bei 3-monatiger Kultivie- 
rung in Abwesenheit von G418 stabil. Die iiber Northern Blot 
Analyse bestimmte Menge des antisense-Reverse-Transkrip- 
tase-Transkripts ist dabei etwa proportional zur Kopienzahl 
des Vektors. 
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Die mit den verschiedenen Vektoren transf izierten Jurkat 
Zellen werden mit 15 TCID50 (tissue culture infective dose) 
von HIV-1 gemaS Popovic et al.. Science 224 (1984), 497 - 
500, infiziert und die Replikation des HIV-1 in den trans- 
fizierten Zellen iiber die Messung der Aktivitat der Rever- 
sen Transkriptase im Kulturiiberstand sowie iiber die Bildung 
von Syncytien bestinunt. Die Bestimmung der Aktivitat der 
Reversen Transkriptase erfolgt iiber die Bestimmung des 
Einbaus von Radioaktivitat bei einer cDNA-Synthese (Bohm et 
al.. Cytometry 13 (1992), 259 - 266). Das Ergebnis ist in 
der folgenden Tabelle zusammengefaBt • 

Tabelle: Hemmung der HIV-1 Replikation in Jurkat Zellen durch den 



amplizierbaren antisense Vektor pNTSl-RTanti 



Vektor 



RT-Aktivitat 



Syncytienbildung 



nach 28 Tagen 
(cpm/ml ) 



pCMV-SLpA 



3.67 X 105 



+ 



pCMV-RTanti 



4.52 X 105 



+ 



pNTSl-RTanti 

(30 Kopien je Zelle) 



2.46 X 105 



pNTSl-RTanti 

(100 Kopien je Zelle) 



0.24 X 105 
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Belspiel 4 : 

Stabilltat der amplif izierten Vektoren in Abwesenhelt von 



GemaB Beispiel 3 mit pNTSl-RTanti transf izierte menschliche 
T-Lymphozyten warden 3 Monate in RPMI 1640 Medium ohne G418 
kultiviert und anschlieBend die Kopienzahl von pNTSl-RTanti 
liber Southern Blot Analyse bestimmt* Das Ergebnls zeigt, 
daB die Kopienzahl von pNTSl-RTanti auch bei langerer 
Kultivierung in Abwesenheit von G418 unverandert hoch 
blqibt . 



G4I8 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(iii) ANZAHL DER SEQUENZENs 2 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 383 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : DNS (genomisch) 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
TTCTTAGTCT TCAAGTCTGA GTTACTGGAA AGGAGTTCCA AGAAGACTGG TTATATTTTT 60 
CATTTATTAT TGCATTTTAA TTAAAATTTA ATTTCACCAA AAGAATTTAG ACTGACAAAT 120 
TCAGAGTCTG CCGTTTAAAA GCATAAGGAA AAAGTAGGAG AAAAACGTGA GGCTGTCTGT 180 
GGATGGTCGA GGTCGCTTTA GGGAGCCTCG TCACCATTCT GCACTTGCAA ACCGGGCCAC 240 
TAGAACCCGG TGAAGGGAGA AACCAAAGCG ACCTGGAAAC AATAGGTCAC ATGAAGGCCA 300 
GCCACCTCCA TCTTGTTGTG CGGGAGTTCA GTTAGCAGAC AAGATGGCTG CCATGCACAT 360 
GTTGTCTTTC AGGGGTACCA CAC 383 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 4 34 Basenpaare 

(B) ART: Nuklelnsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART PES MOLEKULS: DNS (genomisch) 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
TTATCATGAA GGCACATTGG ATTTTATGAC AGAGTCTGTG TGTGTGTGTG TGTATAATAT 
TTCTGCTATG ATTGCAGTTA CTTGCCATCT CGTGGGCTTA TGTTTGATTT CTGTAGTTTT 
TTAAAATTCT TTAAAATTTT TATTTTATAT TTTTTTAGTT TAGTTTAGTT TAATTTAGTT 
TAGTTTTCAA GACAGGGTTT CTCTGTATAG CCCTGACTGT CCTGGAACTC ACTTTGCAGA 
CCAGGCTGGC CTCAAACTCA GAAATCCTCC CATCTCTGCC TGAAGAGAGC TGGGATTAAA 
GACATGCGCC ATCACTCCCG GCTATTTTTA AATTTTTAAA TTATATTTAT TTAATTTATT 
TTTTTGTTTT TTTCAAGATG TGGTTTCTCT GTGTAAACTC TGGCTGACCT GGAACTCACT 
GTGTAGTACC ACAC 



60 

120 

180 

240 

300 

360 

420 

434 
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Patentianspriiche 



V 



2) 



3) 

4) 

5) 
6) 



Verfahren zur Hemmung der Replikation von HIV durch 
Transfektion potentieller Wirtszellen mit einem Vek- 
tor, der neben einer fiir Pol, Gag, Env, Rev und/oder 
Tat codierenden DNA in antisense-Orientierung eine 
weitere DNA enthalt, welche eine spontane Ampli- 
fikation des Vektors in der Wirtszelle bewirkt* 

Vektor zur Hemmung der Replikation von HIV in poten- 
tiellen Wirtszellen, der neben einer fiir Pol, Gag, 
Env, Rev und/oder Tat codierenden DNA in antisense- 
Orientierung eine weitere DNA enthalt, welche eine 
spontane Amplif ikation des Vektors in der Wirtszelle 
bewirkt . 

Vektor nach Anspruch 2, welcher mehrere DNA Bereiche 
aus der Gruppe der fiir Pol, Gag, Env, Rev Oder Tat 
codierenden DNA in antisense Orientierung enthalt. 

Vektor nach Anspruch 2 oder 3, welcher eine der in SEQ 
ID NO 1 Oder 2 gezeigten DNA-Seguenzen zur spontanen 
Amplif ikation des Vektors enthalt. 

Vektor pNTSl-RTanti (DSM 7303). 

Verwendung eines Vektors nach einem der Anspriiche 2 - 

5 zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammenset- • 

zung zur therapeutischen Behandlung von HlV-Infek- 

tionen. 
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7) Pharmazeutische Zusaininensetzung, enthaltend mindestens 
einen Vektor, der neben einer fiir eln Genprodukt, 
dessen erhohte Expression eine krankhafte Veranderung 
bewirkt, codierenden DNA in antisense Orientierung 
eine weitere DNA enthalt, welche eine spontane Ampli- 
fika'tion des Vektors in der Wirtszelle bewirkt. 

8) Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend mindestens 
einen Vektor nach einem der Anspriiche 2-5. 

9) Vektor zur in vivo- und ex vivb-Gentherapie, der eine 
Promotor -Operator-Region zur Expression eines codie- 
renden Gens, dieses codierende Gen und eine weitere 
DNA enthalt, welche eine spontane Amplifikation des 
Vektors in der Wirtszelle bewirkt. 

10) Vektor nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da6 er 
eine der in SEQ ID NO. 1 oder 2 gezeigten DNA-Sequen- 
zen zur spontanen Amplifikation des Vektors enthalt. 

11) Verwendung eines Vektors nach den Anspriichen 9 und 10 
zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung 
zur ex vivo- und/oder in vivo-Gentherapie . 

12 ) Vektor zur Hemmung der Proliferation von chronischen 
Leukamie-Zellen (z. B. CLL CML) , der eine Antisensese- 
quenz, welche homolog zu Leukamievirensequenzen ist 
und weitere DNA enthalt, welche eine spontane Amplifi- 
kation des Vektors in der Wirtszelle bewirkt. 



WD 94/1 0302 PCr/EP93/02968 

- 24 - 



13) Vektor nach Anspruch 12, welcher eine der in SEQ ID 

NO. 1 Oder 2 gezeigt:en DNA-Sequenzen zur Spontanampli- 
fikation des Vektors enthalt. 



14 ) Verwendung eines Vektors nach den Anspriichen 12 und 13 
zur Herstellung einer pharmazeutischen Zuscunmensetzung 
zur therapeutischen Behandlung von chronischen Xieuka- 
mien. 
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